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論 文 内 容 要 旨
緒言
生物を構成する細胞は糖鎖で覆われているが㍉糖鎖のもつ情報と機能性は多様な細胞間相互作









が共通 して存在 しており、古 くから発生分化、受精、生体防御などとの関連が指摘されてきたが、
その構造や機能については全 く不明であった。その実体 を明らかにすべ く、本研究ではサケ塀魚




な魚種の卵から単離 したラムノース結合特異性 レクチン7ア ミリー(RBLfamily)の性質と分子
構造について解析 し、このファミリーの分子進化を考察 した。第2章 ではSTLsの組織分布と卵




1、スチールヘ ッ ドトラウ ト卵 レクチ ン(S孔5)の単離、性状 、1次 構造
スチー ルヘ ッ ドトラウ ト(Oncorhynchusmykiss)の未 受精卵か ら し一ラムノー スを リガン ド
としたアフ ィニテ ィー クロマ トグラフィー 、続 いてHi-TrapQを用 いた陰 イオン交換 クロマ ト
グラフィー 、TSKgelODS120Tを用 いた逆相HPLCに よ り3種 類の ラムノー ス結合特異性 レ
クチン(STL1、STL2、STL3)を単 離 した(Fig.1)。架橋 法 によ り、STLsはそれぞれ28kDa、
21kDa、22kDaのサ ブユニ ッ トが非共有結合に よリホモ2量 体 を形成 している ことが分か っ
た(Fl9.2)。
STLsの糖結合特異 性を赤血球凝 集阻害試験によ り測 定 した(職ble1)。いずれの レクチ ンも
レラムノースに最 も強 い親和性 を示 し、メ リビオース、レ アラ ビノー ス、D一ガラク トース、D一
フコース 、ラク トース、 ラフ ィノース にも親和性 を示 した。STLsはD一アラ ビノースやL一フコ
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一 スには親和性 を示 さなか つた ことか らも分かるよ うに、STLsの糖への詰合には糖の2位 と4
位 の水酸 基の立 体配置が特 に重要で ある ことが分 か った(Fig.3)。
STLsの1次 構造 を気相 プロテイ ンシー クエンサー、ア ミノ酸組成分析 、MALD1飛行時間型
質量分析 計で分析 し、STL2とSTL3については全ア ミノ酸配列 を決定 した。STUに つ いては
258アミノ酸残基 を決定 したが 、N末 端側の約31ア ミノ酸残 基 を決定できなか った。 そ二で、
STL1は肝臓 、STL2とSTBで は卵巣のcDNAラ イブラ リー を鋳型と し、内部配列 を基 に作製
したプライマー を用 いてcD麗Aク ローニ ングを行い、RACE法によ りSTLsのそれぞれ 、1,251
bp、990bp、916bpの配 列を決 定 した。STLsはそれ ぞれ69bp(23aa)、69bp(23aa)、
66bp(22aa)のシグナルペプチ ドを含む、936bp(312aa)、654bp(218aa)、651bp(217
aa)の翻 訳領域か ら構成 され ていた(Fig.4)。STLs間の相同性 は40～52%で あ り、半 シスチ ン
残基は高度 に保存 され て いた。STLsのシグナルペ プチ ドは疎水 性ア ミノ酸残基に富んで いた も
の の 、STL1の シ グ ナ ル ペ プ チ ドはSTL2とSTL3の それ と は低 い相 同 性 しか 示 さず
(STL1-STL2=30%、STL1-STL3:18%、STし2-STL3=50%)、細胞 内での異なる局在性が示唆
された。
何れ の レクチ ンも約95ア ミノ酸 残基か ちなる ドメイ ンが、STL1では3回 、STL2とSTL3
では2回 、 タンデム に繰 り返 され た構造 を持 っていた。ウニ(!亀ηげ7σdda〃bα省55'釘7〃7∂)卵レ
クチ ン(SUEL)では、この ドメイ ン1つ か らなるサブユ ニ ッ トが ジスル7イ ド結合によ り2量 体
を形成 す ることで赤血球凝 集活性 を発現 して お り、この ドメイ ンはそれ 自体が糖鎖 を認識 しうる
ら
糖鎖認 識 ドメイ ン(RBLCRD)である と考 えられ た(Fig。5)[1]。このCRDモ チー フは、高度 に
保 存 され た8個 の 半 シス チ ン残 基 、N末 端側 のG、L、A-N(L)一Y-G-RとC末 端 側 の
D-P-C-X-G-T-Y-K-Y-L-E(D)によ り特徴 づ ける ことが でき、ラム ノース認識能に深 く関 与 して
いると考 えられる(Fig.6)。相 同性検 索か ら、RBLCRD様 ドメイ ン(RCLD)はヒ トやモデル生
物(D顧50ρ力'陶.Ce'eg∂η5、メレaわ'dbρ5'5)に遺伝子配列 に広 く存在 していた。RBLCRDモ
チー フはほ とん どの タンパ ク質でN末 端部 に配置 され てお り、内在性 リガン ドとの結合 に直接
関与 していると推測 され るが、 これ らの タンパ ク質が実際 にL一ラムノー スを認識す るか どうか
は明 らか に され ていな い。以上の結果か ら、STLsを構 成するRBLCRDモ チー フ構造 は魚類 に
限定 されず 、 ヒ トか ら線虫 まで広 く動物界 に存在 して いることが明 らかにな った。
2、ST』 の動物細胞 に よる発現系の構筆
活性型STLsの発 現 を、動物細胞 を用 いて試 みた。STL1、STL2、STL3、STL3のN末端 ド
メイ ン(STL3-N)のシグナルペ プチ ドを含む翻訳領域 をpcDL-SRalpha296ベクターの プロモ
ーター 下流のマルチ ク ローニ ングサイ トに導入 し、サル腎臓 細胞COS7に リボソーム法 によ り
形質転 換 し、一過 性発現 させ、ウエスタ ンブロッテ ィングに よ り発現 を確認 した(Fig。7)。発
現 させ たrSTL1、rSTL2、rSTL3、rSTL3-Nはいずれ もラム ノー スゲルへの結合能 を保持 して
いた。よ って、ク ロー ニング したSTLsのcDNAはSTLsをコー ドす る遺伝子であることがわか
った。またSTL3-Nもラム ノースへ の結 合能を示 した ことか ら、STLsを構成す る相同 ドメイ ン
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が活性発現の最小単位である糖鎖認識 ドメイン(CRD)であることを確認 した。
3、他魚 種 由来の ラム ノース結合特異性 レクチンの単離 、性状 、1次 構造 解析
サケ 目サ ケ科シ ロサケ(0ηooノカγη`ノ7σ5ke重a)、ア メマス(5∂ルe〃ηα5'eσcom∂eηむ)、サケ
目アユ科 アユ(P/ecoglossusa/tivelis)の未受精卵 か らラム ノース結合 特異性 レクチンを単離 し、
STLsとの生化学的な比較 を行な った。
A、 シロサ ケ卵 レクチン
シロサ ケの来 受精卵か ら、レ ラム ノースを担体 と したア フィニテ ィー クロマ トグラ フィー 、イ
オ ン交換 クロマ トグラフィー、逆相HPLCによ り3種 類の ラムノース結合特異性 レクチ ン(CSL1、
CSL2、CSL3)を単離 した』CSLsはそれ ぞれ非還元SDS-PAGE.で28、21、22kDaを示 した。
CSLsはL一ラム ノース に最も強 い親和性を示 し、2位 と4位 の水酸基 の立 体配置が ラム ノース
と同 じ、 メ リビオース、'L一アラ ビノース、D一ガラク トー ス、D-7コ ース にも親和 性 を示 した。
CSLsの1次 構造 を気相 プロテインシー クエ ンサー 、ア ミノ酸組成分析 、MALDI飛行時間型質
■分析計 によ り分析 し、全ア ミノ酸配列 を決 定 した。CSLsは、対応す るSTLsにそれぞれ約95%
の高 い相 同性 を示 した。CSLsもSTLsと同様にRBLCRDモ チー フがタ ンデムに繰 り返 された
構造 を有 していた(Flgs.5、6)。.
B、アメマス卵 レクチ ン(WCLs)
アメマスの未受精卵か ら レ ラムノースを担体 と したア フ ィニテ ィー クロマ トグラ フイー と、　
陰 イオ ン交換 ク ロマ トグ ラフィー に よ り2種 類の ラム ノー ス結 合特異 性 レクチ ン(WCL1、
WCL3)を単離 した。WCLsは それぞれ非還元SDS-PAGEで28と22kDaを 示 した。WCLs
はL一ラム ノースに最 も強い親和性 を示 し、2位と4位 の水酸基 の立体 配置 が ラム ノー ス と同 じ、
メ リビオー ス、L一ア ラビノース、D一ガラク トース、D一フ:コー ス にも親和性 を示 した 。WCLsの
1次構造 を気相 プロテイ ンシークエ ンサー とRACE法を用 いたcDNAク ローニ ングで決 定 した。
WCL1とWCL3は 対応す るSTL1とSTL3に、それ ぞれ91、93%の高 い相 同性 を示 した。WCLs
もSTLsと同様 にRBLCRDモ チー フが タンデムに繰 り返 された構造 を有 していた(Fig.5)。ノ
ーザ ンブ ロッテ ィングとウエスタンブロッテ ィングか ら、ア メマス卵 中にはSTL2様 のタンパク
質、mRNAが 存在 していなか った。 これ は、スチール ヘ ッ ドトラウ トとシ ロサケがア メマス と
1000万年前 に生物進化 において分岐 した後に、遺伝子重複 によ ってSTL2とCSL2が 生 じた こ
とを示 して いる。 以上の結果か ら、STL様 の分子は高度 に保存 され てサ ケ科魚類 に共通 して存
在 して いる ことが分か った。
C、アユ卵 レクチ ン(SFL)
アユの未受精卵か らL一ラム ノース を担体 としたア フィニテ ィーク ロマ トグラフ ィーによ り、
SDS-PAGEで28kDaを示す ラム ノース結合特異性 レクチ ン(SFL)を単離 した 。SFしはL一ラム
ノー スに最 も強い親和性を示 し、2位 と4位 の水酸基の ラムノー ス と立体配置が 同 じ、メ リビ
オース 、L。ア ラビノース、D一フコース、 ラフィノース にも親 和性 を示 した。SFLの1次 構造は











異性 レクチン(SAL)を単離 し、その1次 構造を報告 した[2]。非還元SDS-PAGEで28kDaを示
す285アミノ酸残基から構成されていた。STLsに30%の相同性を示 し、RBLCRDモチーフ
が3回 繰 り返された構造から構成されていた。
以上の結果か ら、魚類卵から単離 されたラムノース結合特異性 レクチンは、いずれもSTLsを
構成していたRBLCRDがタンデムに2回 、もしくは3回 繰 り返 された構造を有 していること
が分かった(殆ble2)。これまでに得 られた知見を基に、RBLsを構成するCRDモ手一フ の系








動物 レクチンは、糖結合特異性 と構造上の類似性か らC-typelectin、galecヒin、1-typelecUn、
P-typelectinなどに分類、呼称 されているが[4]、魚類卵から見出したラムノース結合特異性
レクチンファミリーは既存の レクチンファミリーとは全 く異なる性質 と構造をもつことから、新
規の動物 レクチン7ア ミリーを構成 しているものと結論づけられる。
第2章STLsの 組綴分布及び卵成熟と受精に伴 う動態変化
ス手一ルヘ ッ ドトラウ ト各組 織 におけるSTLsの分布 を、抗ST」 抗体 を用いたサ ン ドイ ッチ
ELISAによ り調べた。SlrL1は雌の卵巣 と、雌雄 の肝臓 や脾臓 な ど、い くつかの組織 と血清に多
く存在 していた(Fig.10)。一方、STL2とSTL3は卵巣 にのみ 多 く存在 していた。
スチールヘ ッ ドトラウ ト各組織 におけるSTLsの発現 部位 を、ノーザ ンプロッテ ィングによ り




















は受精前から受精後にかけて大きな変動は見られなか ったものの、艀化の際、大き く減少 した。
































a5ロb翻鷹 由来の じrAにも濃度依存的に結合 し、ラムノースの添加により特異的に阻害された
(Fig.23),
次にSTLsの細菌に対する結合能について調べた(Flg.24)。STLsは実験で用いた細菌のほと
んどに結合性を示 したが、中でもグラム陰性菌の 五 〇〇〃K-12とグラム陽性菌の8.5σb繊5に
強く結合 した。またSTLsはこの2種 類の細菌を強 く凝集 した(Flg.25)。この凝集塊は0.1M
のL一ラムノースもしくは εGO〃K-12S-LPSとβ.5αわ備51.工Aの添加により、それぞれ阻害
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レRhamnose 0.3mM 0.3mM 0.21hM
Melibiose12.5 3.1 3.2
L-Arabinose25 ioo 50
D-Fucose 50 ioo 50
D-Galactose50 50 25
Ra岱nose ioo 50 50
D-Arabinose>100 >100 学100
レFu◎ose >ioo >ioo >100
Othersb >100(0.1%`)>100(0.1%)>100(0.1%)
CH30
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・ へ'」蘇秀 ず ㍉ ポ三.誰
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論 文 審 査 結 果 要 旨
レクチンは,細胞表面などの糖鎖の構造を認識 して結合するタンパク質であ り,情報伝達などの多様
な生体機構に関与していると考えられている。魚類卵にもラムノースに結合特異性を示すレクチンが存
在 してお り2古くから発生分化,受精,生体防御などとの関連が指摘されてきたが,そ の構造や機能に
・?いては全 く不明であった。本研究は,その実体を明らかにするべ く,サケ科魚類スチールヘッドマス
の未成熟卵から単離 した3種類のレクチン(STL1,STL2,STL3)を中心として,タ ンパク質化学,分
子生物学,免 疫組織化学的な手法を使 って魚類卵 レクチンの分子構造 と生物機能の解明を目指 したもの
である。
最初に,3種類のSTLの糖結合特異性やサブユニット構造を調べた後,1次構造をタンパク質レベル
とcDNAの両面から決定 し,これらの レクチンが相同性を持った繰 り返 しドメイン構造からなることを
明らかにした。また,STLは従来知られている動物 レクチンファミリーのいずれにも属さず,データベー
















糖鎖を介 した重要な機能を担う新規の動物 レクチンフ㌣ ミリーを構成する実験証拠を提示 した学術的に
優れたものである。よって,博士(農 学)の学位を授与するに値すると判定した。
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